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摘要 
跨膜蛋白是一种镶嵌在生物膜上的蛋白。跨膜蛋白在细胞生理功能中扮演着
至关重要的角色,不过其在细胞中的表达量通常并不高。细胞外信号的感受器如
EGFR，TGFβR 等都是跨膜蛋白，另外，一些跨膜蛋白还可以作为细胞质膜表面
特定分子进入细胞内部的特异性通道。 
Ms9 是一个单次跨膜的跨膜蛋白，关于 Ms9 的研究相关报道非常少，其具
体结构、定位、功能至今为止还是未知数。 
本课题主要通过在细胞内过表达带有标签的 Ms9 蛋白来探究 Ms9 在细胞中
的定位，修饰情况，能否分泌以及对 EGFR 相关通路的影响。我们发现，Ms9 确
实会定位在细胞的膜组分上，而且细胞内的 Ms9 会被糖基化，糖基化类型是 N-
连接糖基化。此外，Ms9 会被分泌到细胞外，发挥细胞外的生理功能。在细胞内，
Ms9可以和膜表面受体 EGFR 以及 TGFβR1 和 TLR4 相互作用，不仅如此，Ms9
会一定程度上抑制细胞因为外界刺激而导致的不正常的 EGFR 相关通路的活性
上调。Ms9还可以和自身结合，不过具体的分子机制还有待继续研究。 
本课题表明 Ms9 可以抑制由肿瘤细胞分泌物引起的正常细胞的 EGFR 相关
通路的活性上调，因此，未来或许可以围绕 Ms9 来研制新型药物，配合其他治
疗方法抑制癌症的发生发展。 
 
关键词：Ms9；跨膜蛋白；EGFR 
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Abstract 
Transmembrane protein (TP) is a type of protein that is embedded in the biological 
membrane. Transmembrane proteins play various important function in cell though 
they usually have a low level of expression. A bunch of extracellular signaling receptors 
like EGFR and TGFβR are transmembrane proteins, while other transmembrane 
proteins play a role in moving a specific substance through the membrane. 
  Ms9 is a sigle bitopic transmembrane protein. Studies about Ms9 are rarely reported,  
the exactly structure, location, fuction of Ms9 still remain unknown. 
  Our study devote to explore the location and modification of Ms9, whether Ms9 
could be secreted and the influence on EGFR signaling pathways by overexpressing 
Ms9 with tags. We found that Ms9 is located on intracelluar membrane and plasma 
membrane, Ms9 is a N-lined glycoprotein and it could be secreted to extracellular 
environment for its biological function. Ms9 could interact with EGFR as well as other 
receptors like TGFβR and TLR4, much more than this, Ms9 could suppress abnormal 
EGFR signaling activation due to extracellular stimulation to a certain extent. Ms9 
could also bind to itself although the mechanism remains unclear. 
  Our study shows that Ms9 could suppress unusal EGFR signaling up-regulation in 
normal cells due to the secretion of cancer cells. Thus, it is possible that new drugs on 
the basis of Ms9 could suppress tumor development in cooperation with other therapy 
ways. 
 
Key words：Ms9；transmembrane protein；EGFR 
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1.前言 
1.1跨膜蛋白 
跨膜蛋白，transmembrane protein，顾名思义，是一类贯穿生物膜结构并长久
固定在膜上的完整膜蛋白 integral membrane protein(IMP)。很大一部分跨膜蛋白
的功能是为特定的分子穿过生物膜结构提供通道，这些蛋白常常通过特定的构象
改变来运输特定分子通过生物膜结构。跨膜蛋白两端都会露出细胞膜结构，它们
常不溶于水，提取这些蛋白需要使用去污剂、非极性溶剂或者某些使蛋白变性的
试剂。 
1.1.1跨膜蛋白的分类 
按照结构来分类的话，跨膜蛋白可以分为两大类 1：α 螺旋结构蛋白和 β-滚
筒结构蛋白（图 1.1.1.1）。 
α 螺旋结构蛋白主要在细菌细胞内的膜结构和真核细胞中的细胞质膜结构
上，少数在双层膜的外膜上。α螺旋结构蛋白是跨膜蛋白的主要组成部分，在人
体内，约有 27%的跨膜蛋白是 α螺旋结构蛋白 2。 
β-滚筒结构蛋白至今只在革兰氏阴性菌的外膜、革兰氏阳性菌的细胞壁和真
核细胞线粒体以及叶绿体外膜上被发现。β-滚筒结构是大型 β-折叠扭曲缠绕形成
的闭合结构，第一条链和最后一条链氢键相连。β-滚筒结构中的 β-链以反平行方
式排列。所有已知的 β-滚筒结构蛋白都只有最简单从上到下的拓扑结构，这或许
能表明出所有 β-滚筒结构蛋白可能共享相同的进化源头和相似的折叠机制。 
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图 1.1.1.1：跨膜蛋白结构分类（来源：
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/db/Polytopic_membrane_pr
otein.png） 
①双顶点的 α螺旋结构跨膜蛋白；②多顶点 α螺旋结构跨膜蛋白；③多顶
点 β-滚筒结构跨膜蛋白 
 
按照拓扑学来分类的话，跨膜蛋白可以分为四大类：I 型跨膜蛋白，II 型跨
膜蛋白，III型跨膜蛋白和 IV型跨膜蛋白。这种分类主要是根据蛋白质的 N端结
构域和 C 端结构域的具体位置而决定的。I型，II型，III型跨膜蛋白都是单次跨
膜蛋白而 IV型跨膜蛋白是多次跨膜蛋白。I型跨膜蛋白通过一段“终止转移锚定
序列”锚定在脂膜上，在合成时，I型跨膜蛋白的 N端结构域是朝向在内质网腔
内，而成熟的 I型跨膜蛋白若是定位在原生质膜上，其 N端结构域则会朝向胞外
的空间。II型跨膜蛋白和 III型跨膜蛋白锚定在膜上都是靠一段“信号锚定序列”，
两者不同的是，II 型跨膜蛋白在合成时朝向内质网腔内的是其 C 端结构域而 III
型跨膜蛋白则是其 N 端结构域。IV型跨膜蛋白又可以分为两小类：IV-A 型，合
成时 N 端结构域朝向细胞质；IV-B 型，合成时 N 端结构域朝向内质网腔内 3。
把跨膜蛋白用拓扑学分成四类的意义在于，每一类跨膜蛋白在内质网上翻译合成
的过程中的姿态是不同的，而当蛋白质需要脱离内质网时，这四种不同的姿态决
定了蛋白质不同的命运。
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1.1.2跨膜蛋白的结构 
有诸多手段可以研究膜蛋白的具体结构，比如：X光结晶影像技术，电子显
微镜和核磁共振 4。膜蛋白最常见的 3D 结构就是 α 跨膜螺旋束和 β-滚筒结构。
跨膜蛋白连接磷脂双分子层的部分通常由疏水氨基酸组成 5。膜蛋白表面疏水，
结构相对柔韧而且表达量一般不高，这些特性给富集蛋白生长蛋白结晶带来不小
的麻烦。因此，尽管人们非常迫切的想要搞清楚膜蛋白的结构从而探究膜蛋白功
能，然而和球蛋白相比，测定原子级分辨率的膜蛋白结构始终是一个棘手的问题
6。截止到 2017 年，只有不到 3%的膜蛋白结构被完整测定出来，而膜蛋白在整
个 蛋 白 质 组 中 含 量 占 到 了 20~30% （ 数 据 来 源 ：
http://blanco.biomol.uci.edu/mpstruc/）。由于膜蛋白的功能至关重要，利用蛋白质
疏水性等测定膜蛋白结构的方法被越来越多的尝试出来 7,8。 
1.1.3跨膜蛋白的稳定性 
    蛋白热力学研究发现，α螺旋跨膜蛋白具有不同寻常的较强的热稳定性，原
因是 α螺旋跨膜蛋白贯穿生物膜，在热环境中不会完全解旋（完全解旋需要在非
极性介质中破坏大量 α 螺旋的氢键）。另一方面，α 螺旋跨膜蛋白因为非正常的
膜内聚集或二硫键的非正常连接等其他原因很容易产生错误折叠。 
    结构复杂的 β 滚筒跨膜蛋白的稳定性和普通水溶蛋白基本类似，稳定性一
般。 
1.2蛋白质糖基化修饰 
1.2.1糖蛋白与蛋白质的糖基化 
糖基化过程是在酶的作用下将多糖共价结合到诸如蛋白质、脂类等目的大分
子上的过程，这一过程表现出各式各样的重要生理功能 9，举例来说，有些蛋白
不被糖基化就无法正确折叠，有些蛋白不被糖基化就无法保持结构稳定。糖基化
对于蛋白折叠和糖蛋白稳定性的影响是双重的：首先，易溶的多糖本身就会直接
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带来物理化学上的稳定效应，其次，N-糖苷键型的多糖会在糖蛋白于细胞内合成
时增加一个检查点以提高折叠正确率 10。糖基化在细胞与细胞粘连中也发挥重要
作用，主要是通过糖蛋白-外源凝集素（Lectin）来特异性识别糖类分子 11。糖基
化在优化单克隆抗体等需要糖蛋白制取的药物时是非常重要的参数指标 10。糖基
化也是决定 ABO血型的决定要素，糖基转移酶的存在与否决定了红细胞细胞膜
上的特异性血型抗原的种类，也就决定了体内所表达的对应抗体的种类 12。另外，
糖基化可以被病毒用来保护下层的病毒蛋白外壳不被免疫系统识别攻击，最为人
熟知的例子，就是人免疫缺陷病毒（HIV）那刺状外壳上的稠密的多糖护盾了 13。   
蛋白质的糖基化使蛋白质组的多样性大大增加，多糖链特异结合的位点各不
相同，多糖链的构成繁杂多样，多糖链的结构可能是枝杈结构也可能不是枝杈结
构，多糖链长度可短可长等等。这一切的多样性和蛋白质本身的多样性相结合，
构成了功能重要且繁杂的糖蛋白家族。 
糖基化的种类虽然繁杂多样，不过，几乎所有糖基化共享一些相同的特征 11：
和化学反应中的糖化不同，是需要在酶的帮助下才能发生的生理过程，而且参与
糖基化的酶的数量是如此大，糖基化被普遍认为是最复杂的蛋白质翻译后修饰 14。
糖基化所需的多糖来源常常是一段被激活的核苷糖。糖基化过程不需要任何模板，
为了保持特异性它需要依赖各种不同的酶来决定不同的糖基化位置如内质网或
高尔基体，所以，糖基化是一种修饰区域特异性的蛋白修饰。 
1.2.2蛋白质糖基化的分类 
糖基化可以大致分为五类： 
①N-连接糖基化：N-连接糖基化是糖基化中最为普遍的形式，并且在许多真
核糖蛋白正确折叠、细胞间以及细胞与胞外基质间的连接等方面起到非常
重要的作用。N –连接糖基化过程大量发生在古细菌和真核细胞中的内质
网上，不过很少发生在细菌上。另外 N-连接多糖链某些情况下也可以作
为信号开关从而调节蛋白功能 15。 
②O-连接糖基化：O-连接糖基化主要发生在真核细胞的高尔基体以及古细
和细菌内。
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③磷酸丝氨酸糖基化：磷酸丝氨酸糖基化是通过磷酸丝氨酸上的磷酸连接在
蛋白上。文献报道，这类糖基化连接的多糖链有木糖、海藻糖、甘露糖和
n-乙酰葡糖胺磷酸丝氨酸多糖。有报道表明，在小鼠细胞表面和层黏连蛋
白受体 α结合的抗肌萎缩蛋白上发现了甘露糖，并指出从低等脊椎动物到
哺乳动物，抗肌萎缩蛋白都是高度保守的 16。 
④C-甘露糖基化：C-甘露糖基化过程中一段甘露糖链被连接在一段相对保守
的氨基酸序列的第一个色氨酸上，这个特一序列为 W-X-X-W（W 表示色
氨酸，X表示任何氨基酸）。最为人熟知的 C-甘露糖蛋白是血小板反应蛋
白。因为糖链连接在氨基酸的碳原子上而不是相对活泼的氮原子或氧原子，
所以 C-甘露糖基化的比例并不高。 
⑤糖基磷脂酰肌醇锚定式糖基化：这种糖基化也称糖基磷脂酰肌醇化，是一
种会形成糖基磷脂酰肌醇锚定结构的糖基化，糖蛋白会通过多糖链连接上
脂类锚定结构。 
1.3 EGFR相关信号通路 
1.3.1 EGFR概述 
上皮生长因子受体 EGFR（ErbB-1;HER1），是上皮生长因子 EGF 家族在细
胞膜外的跨膜蛋白受体 17。EGFR 是 ErbB 家族中的一员，和 ErbB-2 、ErbB-3、 
ErbB-4共同组成了受体酪氨酸激酶 ErbB家族。影响 EGFR 表达或活性的基因突
变，会导致细胞癌变 18。EGF和 EGFR 是范德比尔特大学的斯坦利·柯恩发现的，
他和丽塔·列维-蒙塔尔奇尼二人因为发现了生长因子获得了 1986 年的诺贝尔医
学及生物学奖。 
EGFR 是一个跨膜蛋白，有着特异的配体，包括上皮生长因子 EGF 和转化
生长因子 TGFα，ErbB2还未报道有特异的配体，推测 ErbB2是持续激活的状态
或者在家族中其它成员被激活时共同发挥功能（表 1.3.1.1）。当被配体激活时，
EGFR 会从非激活状态的单体结构转变为激活状态的同源二聚体 19。 
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Ligand Receptor 
 ErbB-1 ErbB-2 ErbB-3 ErbB-4 
EGF + - - - 
TGF-α + - - - 
HB-EGF + - - + 
amphiregulin + - - - 
betacellulin + - - + 
epigen + - - - 
epiregulin + - - + 
neuregulin 1 - - + + 
neuregulin 2 - - + + 
neuregulin 3 - - - + 
neuregulin 4 - - - + 
表 1.3.1.1：ErbB 家族配体一览表 
     
EGFR 二聚体化刺激了它位于细胞膜内侧的酪氨酸激酶活性，从而在
EGFR 的 C’端多个酪氨酸残基位点上触发了自主磷酸化 20（图 1.3.1.1）。EGFR
的自主磷酸化直接引起不同的下游蛋白通过自身的 SH2结构域和磷酸酪氨酸结
合，从而激活不同的信号通路，主要包括：MAPK 信号通路，AKT 信号通路，
JNK信号通路等以刺激 DNA合成以及细胞增殖 21，细胞迁移和细胞粘附（图
1.3.1.2）。 
    EGFR 的激酶结构域不仅可以磷酸化下游蛋白，还可以交叉磷酸化包括
EGFR 本身的和 EGFR 结合的其它受体的酪氨酸残基。 
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图 1.3.1.1：EGFR 重要结构域及酪氨酸磷酸化位点图示（资料来源：
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/73/EGF_Receptor.jpg） 
 
 
图 1.3.1.2：EGFR主要信号通路简略图（资料来源：
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/50/EGFR_signaling_pathwa
y.svg） 
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